







【摘要】    目的     通过轴向应力刺激促进骨再生，观察基质细胞衍生因子  1α/趋化因子  CXC 亚族受体
4（stromal cell-derived factor 1α/cysteine X cysteine receptor 4，SDF-1α/CXCR4）信号通路变化，探讨轴向应力刺激促
进骨再生的机制。方法    取 72 只雄性新西兰大白兔，于右后肢胫骨近端内侧制备直径 8 mm 圆形皮质骨缺损并
脱蛋白松质骨支架修复模型，随机分为 3 组（n=24）。A 组腹腔注射 PBS，B 组术肢给予应力刺激治疗+腹腔注射
PBS，C 组术肢给予应力刺激治疗+腹腔注射 CXCR4 拮抗剂（AMD3100）。术后 2、4、8、12 周，摄 X 线片并采用
Lane-Sandhu X 线评分标准评价骨愈合情况，取标本行 HE 染色观察新生骨组织及支架降解，免疫组织化学染色观
察 VEGF、CXCR4 表达水平；4、8 周取标本 Western blot 检测 SDF-1α 及 CXCR4 蛋白表达水平；12 周行 Micro-CT
检查，计算新生骨体积及新生骨密度。结果    X 线片检查示，除术后 2 周各组骨缺损区及支架无明显变化外，4、
8 及 12 周时 B 组骨愈合评分均高于 A、C 组（P<0.05）。12 周时 Micro-CT 扫描可见 B 组骨缺损修复、髓腔再通，
新生骨体积及骨密度均高于 A、C 组（P<0.05）。HE 染色显示，术后 4 周开始 B 组骨再生及支架降解均明显快于
A、C 组。免疫组织化学染色示，各组 VEGF 及 CXCR4 阳性表达均在 4 周达峰值；各时间点 B 组 VEGF 及 CXCR4
表达量均显著高于 A、C 组（P<0.05）。Western blot 检测显示，4、8 周时 B 组 SDF-1α 与 CXCR4 表达量均显著高于
A、C 组（P<0.05）。结论    轴向应力刺激促进骨再生可能与其促进骨缺损区组织高表达 SDF-1α，激活与其下游调
控 BMSCs 募集的 CXCR4 信号有关。
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【Abstract】 Objective    To observe the change of stromal cell-derived factor 1α/cysteine X cysteine receptor 4
(SDF-1α/CXCR4) signaling pathway during the process of axial stress stimulation promoting bone regeneration, and to
further explore its mechanism. Methods    A total of 72 male New Zealand white rabbits were selected to prepare the single
cortical bone defect in diameter of 8 mm at the proximal end of the right tibia that repaired with deproteinized cancellous
bone. All models were randomly divided into 3 groups (n=24). Group A was treated with intraperitoneally injection of
PBS; Group B was treated with stress stimulation and intraperitoneally injection of PBS; Group C was treated with stress
stimulation and intraperitoneally injection of AMD3100 solution. The X-ray films were taken and Lane-Sandhu scores of
bone healing were scored at 2, 4, 8, and 12 weeks after operation, while specimens were harvested for HE staining,
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CXCR4). The bone healing area was scanned by Micro-CT at 12 weeks after operation, and the volume and density of new
bone were calculated. Results    X-ray film showed that the Lane-Sandhu scores of bone healing in group B were
significantly higher than those in groups A and C at 4, 8, and 12 weeks after operation (P<0.05). Micro-CT scan showed
that the bone defect was repaired in group B and the pulp cavity was re-passed at 12 weeks after operation. The volume
and density of new bone were higher in group B than in groups A and C (P<0.05). HE staining showed that the new bone
growth in bone defect area and the degradation of scaffolds were faster in group B than in groups A and C after 4 weeks.
The immunohistochemical staining showed that the expressions of VEGF and CXCR4 in 3 groups reached the peak at
4 weeks, and group B was higher than groups A and C (P<0.05). Western blot analysis showed that the expressions of
SDF-1α and CXCR4 in group B were significantly higher than those in groups A and C at 4 and 8 weeks after operation
(P<0.05). Conclusion    Axial stress stimulation can promote the expression of SDF-1α in bone defect tissue, activate and
regulate the CXCR4 signal collected by marrow mesenchymal stem cells, and accelerate bone regeneration in bone defect
area.
【Key words】 Stromal cell-derived factor 1α; cysteine X cysteine receptor 4; bone marrow mesenchymal stem cells;
axial stress; bone regeneration; rabbit
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1α/趋化因子 CXC 亚族受体 4（stromal cell-derived
factor 1α/cysteine X cysteine receptor 4，SDF-1α/










免疫组织化学及 Western blot 检测，了解骨愈合情
















0.1 mg/mL 的 AMD3100 溶液。一抗兔/小鼠 IgG、






于主机一侧的凹槽式托架及遥控器  3  个部分组
成。通过小锤伸缩运动，给予动态轴向循环应力刺
激，模拟动物活动时负重骨受到的生理性应力。应
力范围 1～50 N，频率 0.5～3.0 Hz，叩击时间 5～
35 s，间歇时间 3～19 s。LEO-1530 扫描电镜（LEO
公司，德国）；Image Pro Plus 5.0 图像分析软件
（MEDIA CYBERNETICS 公司，美国）；Chemi-





除骨髓，玻璃钻钻取直径  8 mm 圆柱状松质骨；
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37℃ 水浴箱孵育条件下，将松质骨置入 20%H2O2
进行脱蛋白 72 h，乙醚循环脱脂 48 h，制备脱蛋白
松质骨支架，冷冻干燥。扫描电镜观察支架内部密




72 只新西兰大白兔术前禁水 2 h、禁食 8 h。将
氯胺酮、陆眠宁按 2∶1 比例混合后，按照 0.5 mL/kg
剂量肌肉注射麻醉实验动物。于右后肢胫骨平台
内侧下方 0.5 cm 处作长 2 cm 的纵切口，分离周围
软组织与筋膜，向外牵开髌韧带，暴露胫骨结节近









将 72 只动物模型随机分为 3 组（n=24），分别
为  P B S  组（A  组）、P B S+应力刺激组（B  组）、
AMD3100+应力刺激组（C 组）。骨缺损修复模型制
备后，C 组立即腹腔注射 AMD3100 溶液（5 mL/kg），
隔天 1 次，直至实验结束；A、B 组腹腔注射 PBS 溶




返伸缩运动叩击足跟部（图 2d）。每 2 天给予应力
刺激 1 次，每次 30 min，直至实验结束。叩击参






1.6.2    影像学观测　术后 2、4、8、12 周，各组取
6 只动物摄  X 线片，观察骨缺损愈合情况。根据
Lane-Sandhu X 线评分标准[12]，从有无新骨形成、骨
折线清晰程度和骨重塑情况三方面对骨愈合评
分。术后 12 周，各组 X 线片观察后行 Micro-CT 检
查，对骨缺损区域扫描并三维重建，计算新生骨体
积及新生骨密度。
1.6.3    组织学观察　术后 2、4、8、12 周，各组影像
学观测后采用空气栓塞法处死动物，按照原切口入
路切取胫骨，剔除胫骨肌肉组织，在骨缺损区域
上、下各 0.25 cm 处用线锯锯断，获得长约 1.5 cm
骨组织。取部分标本脱钙、石蜡包埋、切片，片厚
约 3 μm，常规 HE 染色后，光镜下观察新生骨组织
及支架降解情况。
1.6.4    免疫组织化学染色观察　术后 2、4、8、12
周，取各组 1.6.3 中制备的切片脱蜡和水化，PBS 清
洗后抗原修复，甲醛固定。滴加一抗兔/小鼠 IgG，




图 1     扫描电镜观察脱蛋白松质骨支架（×50）
Fig.1   Scanning electron microscopy observation of deprotei-
   nized cancellous bone scaffold (×50)
 
 
图 2     兔胫骨缺损修复模型制备及术肢应力刺激示意图     a. 修复前；b. 修复后；c. 术肢石膏固定后；d. 术肢给予应力刺激
Fig.2   Repair model of tibial defect in rabbits and stress stimulation sketch of operative limbs     a. Before repair;   b. After repair;   c. After
plaster fixation;   d. Stress stimulation of the operative limb
中国修复重建外科杂志 2019 年 6 月第 33 卷第 6 期 • 691 •
http://www.rrsurg.com 
片。光镜下观察骨缺损区、支架、外骨痂及内骨痂
骨情况。采用 Image Pro Plus 5.0 图像分析软件测定
VEGF、CXCR4 阳性细胞吸光度（A）值，评价其表
达水平。


































X 线片评分显示，除 2 周外，4、8、12 周时 B 组
评分均明显高于 A、C 组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见图 4。






A 组的（88.6±8.0）mm3 和 C 组的（87.3±103）mm3，
差异均有统计学意义（P<0.05）；B 组新生骨密度为
（969.2±102.2）mg HA/ccm，明显高于 A 组（627.8±
95.3）mg HA/ccm 和 C 组的（605.1±95.4）mg HA/ccm，
差异均有统计学意义（P<0.05）。
2.3    组织学观察























2.4.1    VEGF　术后 2 周，3 组基质中间充质细胞、
软骨细胞及成纤维细胞中均有  VEGF 阳性表达。
4 周，与  A、C 组相比，B 组支架周边及新生骨组
织阳性表达均增强。8 周后，3 组 VEGF 阳性表达
较前下降，但 B 组阳性表达仍高于 A、C 组。见图 7。
2.4.2    CXCR4　术后 2 周，A 组仅有少量细胞显
色，B 组较多，C 组偶有细胞显色。4 周，A、B 组显
色细胞进一步增多，B 组显色程度强于 A 组，C 组
仍仅有少数细胞显色。8 周后，3 组显色程度较前
减弱，但 B 组仍强于 A、C 组。见图 8。
术后各时间点 B 组 VEGF、CXCR4 阳性表达量
明显高于 A、C 组，差异有统计学意义（P<0.05）。
见图 9。
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2.5    Western blot 检测
4、8 周时 B 组 SDF-1α 与 CXCR4 蛋白表达均高




















图 3     术后各组 X 线片检查     从左至右分别为 2、4、8、12 周　a. A 组；b. B 组；c. C 组
Fig.3   X-ray films of 3 groups after operation     From left to right for 2, 4, 8, and 12 weeks, respectively　a. Group A;   b. Group B;   c. Group C
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图 4     术后各组 Lane-Sandhu X 线评分
Fig.4   The Lane-Sandhu scores of 3 groups after operation
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兔自身体质量 1/2 的轴向叩击刺激最有利于骨缺损
修复，刺激最佳参数组合为每 2 天刺激 1 次，每次
30 min，应力 15 N，频率 1 Hz，叩击时间 5 s，间歇









图 5     各组术后 12 周骨缺损区域 Micro-CT 三维重建     a. A 组；b. B 组；c. C 组




图 6     术后各组 HE 染色观察（×40）     从左至右分别为 2、4、8、12 周　a. A 组；b. B 组；c. C 组
Fig.6   HE staining observation of 3 groups after operation (×40)     From left to right for 2, 4, 8, and 12 weeks, respectively　a. Group A;  b.
Group B;   c. Group C
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骨膜表达 SDF-1α 明显增强，诱导 BMSCs 迁移至骨
 
 
图 7     术后各组免疫组织化学染色观察 VEGF 表达（×200）     从左至右分别为 2、4、8、12 周　a. A 组；b. B 组；c. C 组
Fig.7   Immunohistochemical staining of VEGF in 3 groups after operation (×200)     From left to right for 2, 4, 8, and 12 weeks, respectively　
a. Group A;   b. Group B;   c. Group C
 
 
图 8     术后各组免疫组织化学染色观察 CXCR4 表达（×200）     从左至右分别为 2、4、8、12 周　a. A 组；b. B 组；c. C 组
Fig.8   Immunohistochemical staining of CXCR4 in 3 groups after operation (×200)     From left to right for 2, 4, 8, and 12 weeks, respectively
a. Group A;   b. Group B;   c. Group C












用，我们采用了 AMD3100 阻断 SDF-lα/CXCR4 信
号通路，观察骨再生是否受影响。本次研究所用的
AMD3100 是人工合成的大环类 CXCR4 的非肽类
阻断剂，可有效地与 CXCR4 结合阻断 SDF-1α 与
CXCR4 启动下游信号通路，但不对 CXCR4 产生激
动作用。AMD3100 具有阻止 BMSCs 顺 SDF-1α 浓
度梯度迁移的作用，大剂量 AMD3100 具备动员干
细胞作用，而小剂量 AMD3100 动员干细胞能力明
显减弱。有研究发现 SDF-1α 能刺激 VEGF、TGF-β
的表达[21-23]，利用鼠模型研究 VEGF 诱导血管形成，
发现新生血管周围聚集着 BMSCs，同时 SDF-1α 大
量表达，当给予 AMD3100 阻断信号通路后 BMSCs
和新生血管数量明显减少，提示 VEGF 能够诱导








CXCR4 的 BMSCs 才会顺 SDF-lα 浓度差迁移至骨
折部位，无 CXCR4 的 BMSCs 则不受诱导[24]。本次
研究中，CXCR4 免疫组织化学染色观察发现，B 组




























图 9     各组 VEGF 及 CXCR4 表达比较     a. VEGF；b. CXCR4













图  10       Western blot 检测 SDF-1α 及 CXCR4 蛋白表达
1：A 组　2：B 组　3：C 组　a. 4 周;  b. 8 周
Fig.10   The SDF-1α and CXCR4 protein expressions detected by
Western blot     1: Group A　2: Group B　3: Group C　a. Four
weeks;   b. Eight weeks
 






























图 11     各组 SDF-1α 及 CXCR4 蛋白表达量比较     a. 4 周;  b. 8 周
Fig.11   Comparison of SDF-1α and CXCR4 protein expressions
between groups     a. Four weeks;   b. Eight weeks

















导 BMSCs 的 SDF-1α 最佳浓度，未能验证除此因素
是否还受其他生长因子的调控。传统观点认为
SDF-1α 仅有唯一受体 CXCR4[26]，但随着研究深入，
发现 CXCR7 为 SDF-1α 新受体[27]。虽然 AMD3100
能够同时抑制 BMSCs 膜上 CXCR4 及 CXCR7 蛋白
的表达[28]，但对 SDF-1α/CXCR7 信号通路在 BMSCs
中的作用机制有待进一步探索。
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